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(57) Abstract 

The present invention concerns a process for producing CMP-activated fluorescence mdicator marked sialinic acids of the 
formula IV m which either R3 is the group FX - Sp -X' - Nh - and R^ is an acyl group or R3 is a hydroxy or acylamino group 
and R4 is the group Fl - Sp - X' -NH - Acyl, Fl is a fluorescent group, Sp is a valency or a coupUng spacer group and X' is a 
-CO-, -CS-, -SO2- or triazinyl group, and the novel CMP-activated fluorescence indicator marked sialinic adds and their 
use for a) activity determination of sialyl transferases, b) acceptor specificity determination and determination of the kinetic 
acceptor data, c) fluorescence marking of cell surfaces, d) marking of glyco-proteins and gangliosides. 

(57) Zusanmienfassung 

Die vorliegende Erflndung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von CMP-aktivierten fluoreszenzindikatormarkierten Si- 
ahnsauren der Formel (IV), wobei entweder R3 die Gruppe Fl - Sp - X' - NH - und R4 eine Acylgruppe Oder R3 eine Hydroxy- 
oder Acylamino-Gruppe und R4 die Gruppe Fl - Sp - X' - NH - Acyl bedeutet, Fl eine fluoreszierende Gruppe, Sp eine Va- 
XT.^^V'^^'^^ kuppelnde Spacergruppe und X' eine -CO-, -CS-, -SO2- oder Triazinyl-Gmppe bedeutet, sowie die neuen 
CMP-aktmerten fluoreszenzindikatormarkierten Sialinsauren und ihre Verwendung zur a) Aktivitatsbestimmung von Sia- 
lyltransferasen, b) Akzeptorspezifitatsbestimmung und Bestimmung der kinetischen Akzeptordaten, c) Huoreszenzmarkie- 
ning von Zelloberflachen, d) Markierung von Glykoproteinen und Gangliosiden. 
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CMP-aktivierte fluoreszierende Sialinsauren sowie 
Verfahren zu ihrer Herstelluna 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein neues Verfah- 
ren zur Herstellung von CMP-aktivierten, f luoreszierenden 
bzw. absorb! erenden sowie neue, CMP-aktivierte fluoreszie- 
rende bzw. absorbierende Sialinsauren. 

Sialinsauren (auch als Acylneuraminsauren bezeichnet) sind 
Bestandteile vieler bakterieller und tierischer Glykopro- 
telne und Glykolipide. Bei Entztindungen, gewebszerstorenden 
Prozessen und bestimmten Tumorerkrankungen werden auch im 
Blutplasma hShere Konzentrationen an Sialinsauren, insbe- 
sondere 5-N-Acetylneuraminsaure, und erhohte Akti vita ten von 
sogenannten Sialyl transferasen gefunden. Letztere bauen 
physiologischerweise intrazellular die Sialinsaure in Glyko- 
kon jugate ein; es handelt sich um Glykoprotein-Enzyme, wel- 
che eine definierte Spezifitat fiir die Glycansequenz des 
Glykokonjugat-Akzeptors, in welchem die Sialinsaure einge- 
baut wird, und fur den glycosidischen Bindungstyp, in wel- 
chem die eingebaute Sialinsaure chemisch gebunden wird, 
haben. Sowohl der Nachweis der Sialinsaurekonzentration im 
Blut und Gewebe, insbesondere auch das Sialylierungsmuster 
auf der Zellmembranoberf lache, als auch der Nachweis der 
Sialyl transferaseaktivi tat und -spezifitat in Zellen oder 
Korperf Itissigkeiten wird in zunehmendem Mape fiir die medizi- 
nische Diagnostik interessant. 

Problematisch beim Nachweis solcher Enzyme ist es, dap sie 
normalerweise in auperordentlich geringer Akti vi tat vorlie- 
gen, so dap direkte Nachweismethoden schwierig sind. Nach 
dem Stand der Technik wurden deshalb radioaktiv markierte 
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CMP-aktivierte Sialinsauren als Substrate eingesetzt, uia 
Sialyl transf erase -katalysierte Urasetzungen zu bestimmen* 
(Vgl. Beyer et al. Adv* Eazymol- Relat. Areas Mol, Biol. 52, 
23-175 (1981)). Auper, dap es an vielen Orten schwierig ist, 
radioaktive Substanzen zu haadhaben, ist dieses Verfabren 
zeitaufwendig und teuer, 

Es bestand daher ein Bediirfnis nach einer eiaf acheren^ pro- 
blemloser zu bandhabenden Markierungssubstanz, mit der aucii 
geringe Mengen an Umsetzungsprodukten der Sialyl transf erase - 
reaktion sicber^ einfach und empfindlicb nachgewiesen werden 
konnen • 

In Eur. J- Biochem. 177 583-589 (1988) ist desbalb ein Ver- 
fabren bescbrieben, 9-Ainino-5-N-acetyl-neuraminsaure mit 
Fluoresceinyl-Isotbiocyanat zu kuppeln, welcbes gemap dem 
von GroP und Brossmer, Glycocon jugate (1987), Volume 4, 

145-176^ bzw. Eur. J. Biocbem. (1987) 168, 595-602, 
bescbriebenen Verfabren mit CMP gekuppelt werden kann. Die 
auf diese Weise bergestellte Fluorescein-markierte CMP- 
Sialinsaure e3::weist sicb als Indikator den bekannten radio - 
aktiv-markierten CMP- Sialinsauren gegeniiber uberlegen- 
Sowobl die Darstellung der Fluoresceinyl-N-acetylneuramin- 
selure als aucb die anscbliepende CMP-Aktivierung verlaufen 
aufgrund der scblechten Umsetzung und vielfaltigen Reini- 
gungsschritte nur mit einer Ausbeute von etwa 5 %, bezogen 
auf die anfangs eingesetzte 9-Amino-5-N-acetylneuraminsaure. 
Es bestand daher ein Bediirfnis, diese Substanz auf ein- 
facbere Weise und mit boherer Ausbeute herzustellen und 
damit preiswerter zur Verfiigung zu stellen. 

Uberrascbendeirweise wurde gefunden, dap man diese Verbindung 
sowie andere, bisber nicbt bekannte GMP-aktivierte, fluores- 
zierende Sialinsaurederivate aucb berstellen kann, indem man 
zunacbst 9-Amino-5-N-acetylneuraminsaure mit CMP verknupft, 
wie es in der Literatur bescbrieben ist (vgl. Crop et al. 
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Eur. J. Biochem. (1987) 168, 595-602). Diese Umsetzung ver- 
lauft mit hoher Ausbeute (95 %) und auch die Reinigung des 
Endproduktes ist vergleichsweise einfach. Ans telle der 
bevorzugten 5 -Acetyl -Gruppe kann auch eine andere Acylgruppe 
vorhanden sein. Freie 5-Aminogruppen sind nicht geeignet, da 
diese Verbindungen nicht stabil sind. 

Erfindungsgemap kann das so erhaltene Produkt nunmehr rait 
einer aktivierten f luoreszierenden Verbindung, beispiels- 
weise mit Fluorescein-isothiocyanat gekuppelt warden. Auch 
diese Umsetzung verlauft xiberraschenderweise mit sehr hoher 
Ausbeute und vergleichsweise einfacher Reinigung der End- 
produkte, obwohi zu vermuten gewesen war, da{3 zahlreiche 
Nebenreaktionen durch die Vielzahl der moglichen reaktiven 
Zentren eintreten wurden und dap eine erhebliche Zersetzung 
der CMP-Glykoside eintreten wiirde. Weitere Untersuchungen 
zeigten, dap dieses Verfahren nicht nur bei Fluoresceinver- 
bindungen eingesetzt werden kann, sondern dap auch praktisch 
alle anderen fluoreszierenden Verbindungen, welche eine 
kupplungsfahige Hydroxy-, Amino- ^ Carboxy-, Triazinyl- oder 
Sulfonsauregruppe enthalten mittels geeigneter Aktivatoren 
bzw. kuppelnder Verbindungen an eine CMP-aktivierte 9-Amino- 
N-acetylneuraminsaure gebunden werden konnten. Es hat sich 
weiterhin gezeigt, dap die biocheraische Aktivitat (d.h. die 
enzymkinetischen Da ten) solcher Verbindungen sogar noch 
gesteigert wird, wenn die f luoreszierende Gruppe nicht iiber 
die Aminogruppe in 9-Stellung, sondern uber eine Aminogruppe 
in der 5-Stellung der N-Acylneuraminsaure gebunden wird, 
wobei in letzterem Fall zuerst noch eine Omega- Amino -Acyl- 
gruppe, bei spiel sweise p-Aminoacetyl, als Spacer an die 5- 
Aminogruppe ankondensiert wird. Obwohi dieser fluoreszente 
Rest dann dera glycosidischen Zentrum und damit der bedeuten- 
sten Position fiir die enzymatische Katalyse rSumlich naher 
kommt, und obwohi bis da to die N- Acetyl -Gruppe an dieser 
Position stets als wichtiges Strukturmerkmal fur die Enzym- 
Substrat-Interaktion angesehen wurde, weisen verschiedene 
Sialyltransferasen zu solchen Verbindungen im Vergleich zu 
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der entsprechenden Substitution in der 9-Stellung jeweils 
sogar eine liohere Affinitat (d.li* kleinere Michaelis-Kon- 
stante) auf . Gleichermapen hat sich gezeigt, dap die fluo- 
reszierenden Gruppen, welche reiativ hydrophob sind, die 
Affinitat der meisten Sialyl transferasen zum CMP-Glykosid 
erhohen, und somit als Indikatoren mit Vorteil eingesetzt 
warden kSnnen. 

Das erfindungsgemape Verfaliren besteht demgemap darin, eine 
5-Acylamido-9-amino-3^ 5, 9-tridesoxy-p-D-glycero-D-galacto- 
nonuiosonsaure Oder 5-Aminoacylamido-3,5-didesoxy-p-D - 
glycero-D-galacto-nonulosonsaure der Formel I (im folgenden 
kurz als 9-Amino-5-lT-acyl-Neu bzw. 5-Aminoacyl-Neu bezeich- 
net) I der Formel I 



in der R-^ eine Arainogruppe und R'' eine Acylgruppe Oder 
R^ eine Hydroscygruppe Oder Acylaminogruppe und R^ eine 
Aminoacylgruppe darstellt 

mit Cytidintriphosphat (CTP) in Gegenwart einer CMP-Sialin- 
sauresynthase zu CMP-aktivierten Sialinsauren der Formel II 



OH 




OH 




0 
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in der und R*^ die obige Bedeutung haben, 

umzusetzen, und diese mit einer f lucre szierenden Verbindung 

der Formel III 

Fl - Sp - X (III) 

in der Fl eine fluoreszierende Verbindung, 

Sp eine Valenz oder eine kuppelnde Spacergruppe und 

X eine aktivierte Carboxy- oder Thiocarbonyl - , Triazinyl- 

oder Sulf onsauregruppe bedeutet, 

zu CMF-aktivierten, f lucre szierenden Siaiinsauren der For- 
mel IV umzusetzen 




OH OH 



wobei entweder die Gruppe Fl - Sp - X' - NH - und 
R'* eine Acylgruppe oder 

R eine Hydroxy- oder Acyl amino -Gruppe und 

R^ die Gruppe PI - Sp - X' - NH - Acyl bedeutet, und 

PI und Sp jeweils die obige Bedeutung haben und 

X' eine -CO-, -CS-, -SO2- oder Triazinyl- Gruppe bedeutet. 

Die aktivierte Sauregruppe X ist eine mit einer Aminogruppe 
chemisch reagierende Gruppe, und zwar entweder zu einem 
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Amid, z,B. eia Ester, Saureclilorid, Saureazid, Oder zu einem 
Harnstoff bzw. Thioharnstof f , z.B. ein Isocyanat, 
Isothiocyanat oder zu einera Aiuinotriazin, z.B. eine 
Triazinyldichlorid-Gruppe. Entsprechende Reaktionen sind fur 
die Bildung von Saureamiden gut bekannt, Aquivalente Gruppen 
sollen daher ebenfalls mit umfapt sein. 

Die Gruppe Sp ist uberwiegend eine Valenz, da die absorbie- 
renden bzw. f luoreszierenden Verbindungen haufig eine kupp- 
lungsfahige Gruppe X' direkt am Chromophor enthalten. In 
anderen Fallen kann jedoch auch eine Seitenkette^ insbeson- 
dere eine Alkylkette mit 1-10, vorzugsweise 2-6 C-Atomen, 
zwischengeschaltet sein. Mittels einer Halogenalkylcarbon- 
saure oder Halogenalkylsulfonsaure lapt sich eine solche 
Gruppe leiclit zusammen mit einer kuppelnden Gruppe X an eine 
Hydroxy- oder Aminogruppe des Chromophor s ankniipfen, 

Reaktionsprinzip : 

Die Aus gangs subs tanz fiir die Synthese von CMP-aktivierten 
fluorescenten Neuraminsaureanaloga ist CMP- 9 -Amino -N- acetyl - 
neuraminsaure oder CMP-5-Aminoacetamido-neuraminsaure; 
auperdem eignen sich alle 5-substituierte Analoga mit lange- 
ren Ketten (z.B, N- {€-Aminocaproyl) -neuraminsaure) an C-5 
analog zur 5 -Aminoacetyl- Gruppe. 

Die Reaktion erfolgt durch Verknxipfung der Ausgangsmateria- 
lien iiber die primare Aminogruppe an Position C-9 oder C-5 
mit verschiedenen reaktiven f luoreszenten oder absorbieren- 
den Substanzen, die leicht mit einer Amino funktion reagie- 
ren, Aktivierte Substituenten konnen vorliegen als 
Isothiocyanate, Isocyanate, als N-Hydroxysucciniraidester, 
p-Nitrophenylester, Sulf onsaurechloride, als Triazinchloride 
Oder als Saureazide. 

Die Reaktion erfolgt in teilweise wassrigem Milieu im neu- 
tralen oder alkalischen pH-Bereich (7.5 - 10; am besten 
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erfolgt die Reaktion bei pH 8,5 - 9) bei 20' C Oder besser 
37* C, mit Zusatz von organischem LOsungsmittel zixr Solubi- 
lisierung der reaktiven Substanz (z.B. 30 % - 80 % Methanol, 
DMP, DMSO, Aceton Oder Acetonitril, o.S.)- Das CMP-Glykosid 
Ausgangsmaterial und das gebildete CMP-NeuAc Analogon bleibt 
im genannten pH- Bereich stabil (weniger als 5 % Zerset- 
zung) . Der tiberschup an aktiviertem f luoreszentem Agens kann 
bei Isothiocyanaten nur 2-facli betragen, urn iiber 90 % umge- 
setztes CMP-Glykosid zu erreichen; bei N- Hydroxy succinimid- 
estern liegt er besser bei 3-5 fach um den gleichen Umsatz 
zu erreichen; prinzipiell ist ein 10-faciier Ubersciiu{3 giin- 
stig zur Verkiirzung der Reaktionszeit (bei Isothiocyanaten 
im Regelfall 10 - 15 min bei 37* C, bei N-Hydroxysuccinimid- 
estern bis 20-30 min) • Bei Triazinyldichlorid als reaktive 
Gruppe empfiehlt sicli ein hoherer tiberschup (6 bis 15-fach) , 
die Reaktionszeit bis zum kompletten Umsatz (90 %) betragt 
mindestens 15-20 h bei 37' C. 

In alien Fallen wird eine Umsetzung zum f luoreszenten bzw. 
absorbierenden CMP-NeuAc Analogon von 90 % oder mehr er- 
reicht. Anschliepend wird das synthetisierte fluoreszente 
bzw. absorbierende CMP-NeuAc Analogon fiber praparative HPLC 
gereinigt (vgl. Crop und Brossner, Eur. J. Biochem 177, 583- 
89). ("Spherisorb NH2" (Zinsser), Aminoprepyl (Serva) , 
"Lichroprep NH2" (E. Merck) als stationare Phase und 15 mM 
KH2PO4 in Wasser / 50-70 % Acetonitril als mobile Phase) . 

Vorteile der neuen Metliode 

Zum ersten Mai wurden mit lieser Methode neue CMP-NeuAc Ana- 
loga direkt aus einem CMP-Glykosid cbemisch dargestellt, Der 
Vorteil der liier gezeigten Metliode ist die direkte Verkniip- 
fung des reaktiven Substituenten rait einer Aminogruppe eines 
CMP-Glykosids; dadurch entfallt eine langwierige und aufwen- 
dige chemisciie Synthese zuerst der entsprechenden freien 
NeuAc Analoga, deren Reinigung und die anschliepende enzyma- 
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tische Aktivierung jedes freien NeuAc Analogons mit CMP- 
Sialinsauresynthase mit naclif olgender, weiterer Reinigung. 
Nach der erfindungsgeiaapen cliemischeii Synthese mup lediglich 
eine einfache Reinigungsprozedur durchgefiihrt werden. Au^er- 
dem liegen die Ausbeuten bei dieser enzymatischen Uiasetzung 
von freien NeuAc Analoga mit gropen fluoreszenten Substitu- 
enten an C-9 Oder C-5 wesentlich niedriger (etwa 15 %), wie 
an der enzymatischen Synthese von CMP-9-Fluoresceinyl-NeuAc 
gezeigt wurde. Dagegen kann CMP -9 -Amino -NeuAc mit optimaler 
Ausbeute von 95 % uber CMP-NeuAc Synthasereaktion herge- 
stellt werden. Die Knupfungsreaktion von fluoreszenten Sub- 
stituenten an CMP-9-AminoNeuAc verlaufen ebenfalls mit 
Umsatzraten von 90 % und mehr, so dap die neue Methode opti- 
raale Ausbeute garantiert. Die Methode ist also okonomisch^ 
einfach und zeitsparend, und ermoglicht eine Vielfalt von 
CMP-NeuAc Analoga durch die Vielfalt der moglichen, akti- 
vierten Substituenten herzustellen. Die bekannte Instabili- 
tat der CMP-Glykoside stellt dabei keinen Hinderungsgrund 
dar, da speziell CMP-9-Amino-NeuAc im geschilderten pH-Be- 
reich (pH 7.5 -9-5) iiberraschend stabil ist. 

Charakteristik der dargestellten CMP -NeuAc Analoga; 

Die neuen fluoreszenten Oder aJDSorbierenden CMP-Glykoside 
wurden nach der Reinigung mit verschiedenen Methoden charak- 
terisiert (siehe folgende Tabelle) . 

1. Die Retentionszeit im analytischen HPLC-System (275 nm) 
unterschied sich vom CMP- 9 -Amino -NeuAc bzw* CMP-5-Aminoace- 
taraido-Neu, der Absorptionskoef f izient (€) der neuen CMP- 
Glykoside im HPLC-System bei 275 nm lag iiber 1.0 (bezogen 
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2. Durch milde saure Hydrolyse {IN HCl, 45 min bei RT) 
wurden die neuen CMP-Glykoside vollstandig zu CMP zersetzt 
und nachfolgend durch analytische HPLC (275 nni) bestimmt. Im 
analytischen HPLC-System bei 200 nm erscheint nach saurer 
Hydrolyse der Peak des freigesetzten, f luoreszenten bzw. 
absorbierenden NeuAc Analogons. 

3. Das Absorptions spektrum und das Fluoreszenzspektrum der 
neuen CMP-Glykoside wurde gemessen; die Absorptions- oder 
Fluoreszenzmaxima der f luoreszenten bzw^ absorbierenden Sub- 
stituenten konnten praktisch bei identischer Wellenlange im 
neuen CMP-Glykosid wiedergefunden werden (siehe folgende 
Tabelle) • 

4. Die Kontaraination mit freiem CMP Oder freiem NeviAc 
Deri vat lag bei den neuen CMP-61ykosiden unter 6 %, CTP war 
kleiner 0,1 und anorganiscbes Pbosphat unter 50 %. 

Die erfindungsgemapen neuen Substrate lassen sich fiir fol- 
gende analytische Methoden einsetzen: 

1. Aktivitatsbestimmung von Sialyl transferase 

2. Akzeptorspezif itatsbestiinraung und Bestimmung der kine- 
tischen Akzeptordaten von Sialyltransf erasen 

3. Fluoreszenzmarkierung von Zelloberf lachen 

4. Markierung von Glykoproteinen und Gangliosiden 
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I. Messung der Sialyltransf eraseaktivitat 

Der Test basiert auf dem Einbau der f luoreszierenden 
Neuraminsaurederivate aus dem entsprechenden CMP-Gly- 
kosid durch eine Sialyltransf erase in einen Akzeptor, 
beispielsweise ein Glykoprotein oder Gangliosid, Tren- 
nung der substituierten und unsubstituierten Akzeptor- 
molekiile von dem Uberschu^ der Reagenzien durch Gelfil- 
tration oder Ausfallung und Messung der akzeptorgebun- 
denen Fluoreszenz durch ein entsprechendes spektrome- 
trisches Verfahren. Diese Methode eignet sich zur 
Bestimmung aller bisher bekannten Sialyltransf erasen, 
trotz unterschiedlicher Bindungs- (a2,3-; a2,6-) und 
Akzeptorspezifitat (Galpl, 4GlcNAc-; Gaipi, 4 (3) Glc- 
NAc-; Gaipi^SGalNAc-; GalNAc-) , da offenbar generell 
die Substratspezifitat in bezug zur Position C9 oder C5 
der CMP-aktivierten Neuraminsauren gering ausgepragt 
ist. Wie vorstehend gesagt, erweisen sich C5-Substitu- 
ierte Neuraminsauren und durch hydrophobe Substituenten 
substituierte Neuraminsauren als Substrate mit beson- 
ders hoher Affinitat. 

Fur einen einfachen Test werden normalerweise 30 iil 
Reaktionslosung, oder gegebenenf alls bis zu nur 10 p.1 
Reaktionslosung benotigt. Diese enzymatische Reaktion 
wird beispielsweise in einera Puffer mit pH 6 oder 6,5 
durchgefiihrt (je nach dem pH Optimum der Sialyltrans- 
ferase), wobei 0,1 - 10,0 mg/ml Akzeptor [ (Asialo) Gly- 
koprotein Oder Gangliosid], entsprechend 690 - 1.875 
Galaktose oder N-Acetylgalaktosaminakzeptorstellen, und 
10 - 100 pM der jeweiligen CMP-aktivierten fluores- 
zenten N-Acetylneuraminsaurereagentien zugegeben 
werden. Die Reaktionslosung wird im Regelfall 10 min 
bis 45 min bei 37* C gehalten und anschliegend an einer 
Sephadex G50-Saule (0,4 x 12 cm) mit 0,1 M Trispuffer 
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pH 8,6 getreniit [bei Gangiiosidakzeptoren enthalt der 
Puffer zusatzlich 100 iiiM NaCl und 0,3 % Detergenz (z.B. 
Triton X-100)]. Das Ausmap der Reaktion wird liber eine 
Fluoreszenzmessung der makromolekular gebundenen fluo- 
reszenten Neurarainsaure quantif iziert, kann auch gege- 
benenfalls iiber eine Messung des nicht-umgesetzten 
fluoreszenten CMP-Glykosids bestimmt werden, Im Gegen- 
satz zu radiometrischen Tests fiir Sialyl transf erase - 
aktivitat reiclien wesentlich kleinere Konzentrationen 
der fluoreszenten CMP-Glykoside {5-15-facli kleiner) 
aus, um das Enzym rait dem CMP-Glykosid zu sattigen, und 
die geringen zur Fluoreszenzmessung notigen Volumina 
ermoglichen geringe Reaktionslosungen (bis rain. 10 pi), 
was die Methode insgesamt sehr okonomisch raacht. Trotz- 
dem ist die Meperapf indlichkeit des f luororaetrischen 
Tests in einera radiometrischen Test nur schwer zu 
erreichen (erfordert sehr hohe spezifische Radiomarkie- 
rung) . 

Der Test eignet sich in dieser Form auch besonders zur 
Messung der geringen Sialyl transf eraseaktivita ten in 
Kulturzellinien, Operations- Oder Biopsiematerial und 
in Kdrperfliissigkeiten, insbesondere in Blutplasma 
Oder * serum. 

Als Alternative zur Gelf iltration ist bei Glykoprotein- 
Akzeptoren eine FSllung zur Trennung vom Donor moglich; 
dazu wird ein Assay wie oben mit 1 ml 1 % PWS in 0,5N 
HCl bei 4* C und 20 min prazipitiert * Das Sediment wird 
2-mal gewaschen mit Ethanol/O, IM Tris pH 7,5 (9/1) und 
gelost in einem geeigneten Volumen 1 N NaOH (PWS = 
Phosphorwolframsaure) . 
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II- Sialyl transferase!! verschiedener Herkunft weisen teil- 
weise erhebliclie Unterschiede in ihrer Akzeptorsub- 
stratspezifitat auf . Unter Verwendung der erfindungs- 
gema^en Indikatoren lapt sich daher eine leichte 
Unterscheidungsreaktion darauf aufbauen, den vorste- 
henden Test unter standardisierten Bedingungen jeweils 
mit verschiedenen Akzeptoren (d.h. Glykoprotein-, 
Glykolipid- Oder Oligosaccharid-Akzeptoren rait unter- 
schiedlichen Glykansequenzen) durchzufiihren, und die 
jeweils gefundene Aktivitat zu vergleichen. 
Der Test ermoglicht auch die Erstellung der enzymkine- 
tischen Daten (Michaelis-Konstante, V ^^^) fiir den 
jeweiligen Akzeptor, Im Plasma bzw. Serum ermoglicht 
der Test zum ersten Mai eine Dif f erenzierung von zwei 
Sialyltransferasen, eine mit Spezifitat ftir die 
gebundene^ terminale Glycansequenz Gaipi, 4GlcNAc, eine 
andere fiir 0-gebundene GalNAc-Reste. 



III. Es ist ferner moglich, die Sialinsaureakzeptoren auf 

Zellraembranen auf einfache Weise mit den erf indungsge- 
mapen Indikatoren zu markieren, indem man eine entspre- 
chende Reaktionslosung der CMP-aktivierten fluoreszen- 
ten Sialinsauren in Gegenwart von Sialintransf erase 
einwirken ISpt, den Uberschup des Indikators auswascht 
und am Ausmap der Fluoreszenz der isolierten Zellen 
Oberflacheneigenschaften bestimrater, zu untersuchender 
Zellen bestimmt. Au0erdem kann die Zelle auf diese 
Weise selektiv im Glykanteil f luoreszenzmarkiert 
werden, ohne eine chemische Warmebehandlung • 
Die Messung der oberf lacliengebundenen Fluoreszenz 
erfolgt selir einfach im Durchf lupcytometer, kann aber 
auch unter dem Fluoreszenzraikroskop beobachtet werden. 
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IV. Die erf indungsgemapen Verbindungen erweisen sicli ferner 
als vorteilhaft, wenn gewisse, in ihrer raumliclieii 
Struktur besonders empf indliche Proteine fluoreszenz- 
markiert werden sollen, um sie bei Einsatz in einem 
biologischeix System anhand der Pluoreszenz verfolgen zu 
konnen. Eine solche Markierung kann enzymatisch reiativ 
schonend und vollstandig durdigefiibrt werden, lapt die 
eigentliche Aminosauresecpienz des Proteins unmodifi- 
ziert, erfolgt selektiv in bestimmten Glykansequenzen 
und enaogiiciLt, die liberfliissige Indika tor subs tanz 
leicht wieder abzutrennen. Die Verf ahrensweise ist 
prinzipiell die gleiche wie unter I. geschildert. 
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BevorzuQte f luoreszente b zw, absorbierende CMP-Glvkosiae 
(Abgekurzte Nomenklatur analog Seite 23) 

CMP-9-TRITC-NeuAc: diese Substanz wird praktisch nur 

von Gaip 1 ^ 46alNAc a2, 6Sialyl trans- 
ferasen auf Glykoproteine iibertra- 
gen, kSnnte also zur Differenzie- 
rung dienen; au{3erdem andere Exci- 
tation und Emission (rot-f lucres - 
zent) . 

CMP-9-DTAF-NeuAc: stark hydrophob, bessere kinetische 

Daten fiir verschiedene Sialyl trans - 
ferasen, besonders fiir Galpl,3Gal- 
NAc a2, 3 -Sialyl transferase ist 
V^g^y/Kin 6,5 fach hoher als fiir 
CMP-Fluores-ceinyl-NeuAc. 

CMP-9-RESOS-NeuAc: sehr gute Absorption im sichtbaren 

Bereich; bei Pluoreszenz andere 
Emmission auch Excitation als FITC; 
Fluoreszenz auch im sauren pH- 
Bereich im Gegensatz zu PITC. 

CMP-9-AMCA-NeuAc: Anregung im UV- Bereich, geringer 

" Inner er Quench" durch 100 nm 
Ab stand zwischen Excitation und 
Emission; Pluoreszenz nicht pH- 
abhangig in einem weiteren Bereich. 

CMP-9-DAB-NeuAc: Anregung im UV-Bereich; hohe 

Absorption im UV-Bereich, daher 
gute Eignung fiir einen Absorptions- 
assay fiir UV-Durchf lupspektrophoto- 
meters . 
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Giinstige Emission und Excitations- 
freguenzen bei hoher Fluoreszenz- 
ausbeute. Kinetische Daten bei 
Sialyltransferasen verschiedendster 
Akzeptorspezifitat stets denen von 
CMP-9 -Pluoresceinyl -NeuAc iiberiegen 
(^max/^^^- 2,8-20 fach hoher) . 
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CMP-Sialinsaurederivate ausgewahlt aus der Gruppe 
j weils : Tr ivialname 

exakte chemische Nonenklatur 

abgekiirzter Trivialname 



CMP-9-Tetramethylrhodaminylamino-NeiiAc 

CMP- [5-Acetainido-9- ( S-Tetramethylrhodaminylthioureido) -3,5,9- 
tridesoxy]-B-D-glycero-D-galact:o-nonulosonsaure 

{ CMP-9-TRITC-NeiiAc ) 

siehe Abb . : Struktur 2 , Res-b C 



CMP-9-Rliodaminylamino-NeuAc 

CMP- [ 5-Acetamido-9- ( 3 -Rhodaminylthioureido) -3,5, 9-tridesoxy ] - 
6-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(-.-) 



CMP-9-Eosinylamino-NetLAc 

CMP- [ 5-Aceta2iiido-9- (3-Eosinylthioureido) -3,5, 9-tridesoxy] -B- 
D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(-.-) 



CMP-9- (4-N,N'-Dimethylaminoa2oben20-4) amino-NeuAc 

CMP- [ 5-Acetamido-9- ( 4-N , N' -Dimethylaiainoazobenzo-4 * - 
thioureido) -3,5, 9-trideoxy ] -B-D-glycero-D-galacto- 
nonulosonsaure 

( CMP-9 -DAB-NetiAc) 

siehe Abb.: Struktur 2, Rest D 
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CMP-9-Fluoresceinyl- (5 , 6) carboxamido-NeuAc 

CMP-S-Acetamido- [ 9-f luoresceinyl- (5,6) carboxamido ] -3,5,9- 
tridesoxy-6-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(CMP-9-FlUOS-NeiiAc) 



CMP-9-Rhodaminyl- (5,6) carboxamido-NeuAc 

CMP-S-Acetamido- [ 9-rhodaminyl- ( 5 , 6 ) carboxamido ] -3 , 5 , 9- 
t:ridesoxy]-6-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(CMP-9-RHODOS-NeuAc) 



CMP- 9 -Res oruf iny 1 -amino-NexiAc 

CMP-5-Acet:aiaido-9-[ (N-resoruf in-4-carbonyl) -piperidin-4- 
carboxamido) ] -3 , 5 , 9-tridesoxy-B-D-glycero-D-galact:o- 
nonul osons aur e 

(CMP-9-KESOS-NeuAc) 

siehe Abb.: Stmktur 1, Rest A 



CMP-9- (7-Amino-4-methyl-cumarinylacetamido) -NeuAc 

CMP-5-Acetamido-9- (7-axnino-4-methyl-coumarinylacetamido) 
3,5, 9-tridesoxy-6-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(CMP-9-AMCA-NeilAc) 

slehe Abb.: Struktur 1, Rest B 



CMP-9-N- (Fluoresceinylamino-chlorotriazinyl) -amino-NeuAc 

CMP-5-Acetamido-9-fluoresGeinylamino-chlorotria2inylamino- 
3,5, 9-tridesoxy-6-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

( CMP-9-DTAF-NeuAc) 

siehe Abb . : Struktur 3 , Rest E 



CMP-9-Dansylamino-NeiiAc 

a6IP-5-Acetamido-9- (dansylamido) -3,5, 9-tridesoxy-B-D-glycero 
D-galacto-nonulosonsaure 



siehe Abb.: Struktur 3, Rest F 
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aiP-9- (Texas-Red) amino-NeuAc 

CMP-S-Acetamido-g-N- (Texas-Red) amino-3 , 5 , 9-tridesoxy-B-D- 
glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

CMP-5-Fluoresceinylaminoacetyl-Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-5- (f luoresceinylthioureido) -acetamido-B-D- 
glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

( CMP- 5 -FITC-NexiAc ) 

siehe Abb.: Strxiktur 4, (Fluoresceinyl-Isomer I) 

CMP-S-Tetramethylrhodaminylaminoacetyl-Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-'5- (tetramethylrhodaminylthioureido) - 
acetamido-B-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

( CMP-5-TRITC-Neu) 

CMP- 5 -Rhodaminy 1 aminoacety 1 -Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-5- (rhodaminylthioureido) -acetamido-B-D- 
glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(-•-) 

CMP-5-Eosinylaininoacetyl-Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-5- (eosinylthioureido) -acetamido-B-D-glycero 
D-galacto-nonulosonsaure 

(-.-) 

CMP-5 -Xanthenrhodaminy laminoacety 1 -Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-5- ( xanthenrhodaminy Ithioureido) -acetamido-B 
D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(CMP-5-XRITC-Neu) 
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caip-5- ( 4 -N , N ' -Dimethy laminoazobenzo-4 ' - ) aminoacetyl-Neu 

CMP-3 , 5~Didesoxy-5- (4-N, N' -Dimethylaminoazobenzo-4 ' - 
thloureido ) -acetamido-6-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(CMP-5-DAB-Neu) 

CMP-5-Fluoresceinyl- (5 , 6) carboxamido-acetyl-Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-5-f luoresceinyl- (5 ^ 6) carboxeaaido-acetamido- 
B-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

( CMP-5-FLUOS-Neu) 

CMP-5-Rhodaminyl- (5 , 6) carboxainido-acetyl-Neu 

CMP-3 ,5-Didesoxy-5-rhodaiciinyl- (5, 6) carboxyamido-acetamido-B- 
D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

{CMP-5-RHODOS-Neu) 
CMP-5-Resorufinylacetyl-Neu 

CMP-3 f 5-Didesoxy-5-N- (resoruf in-4-carbonyl) -piperidin-4- 
carboxamido) -acetamido-B-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

(CMP-5-RESOS-Neu) 

CMP-5- (7-Amino-4-iaethyl-cumarinylacetaiaido) -acetyl-Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-5-N- (7-amino-4-iaethyl-cimarinylacetamido) - 
acetamido-B-D-glycero-D-galacto-nonulosonsaure 

( CMP-5-AMCA-Neu) 

CMP-5*Fluoresceinylamino-chlorotriazinyl-aminoacetyl-Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-5-N- (f luoresceinylamino-chlorotriazinyl) - 
aminoacetamido-B-D-glycero-D-galacto-nomalosonsaure 

(CMP-5-DTAF-Neu) 
CMP-S-Dansyl-aminoacetyl-Neu 

CMP-5-Dansylamino-acetamido-B-D-glycerD-D-galacto- 
no nu 1 OS onsaur e 
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CMP-5- (Texas-Red) -aminoacetyl-Neu 

CMP-3 , 5-Didesoxy-5-N- (Texas-Red) amino-acetamido-B-D-glycero- 
D-galacto-nonulosonsaure 
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Darstellung von fluorogenen CMP-Glykosiden im Detail 

a) Synthese CMP-9-Fluoresceinylamino-NeuAc (Nomenklatur 
analog Selte 23} 

Pluoresceinylisothiocyanat (Isomer I oder II wird 
gelost in Methanol oder DMF (1-4 mg ^ ca- 2^5-10 iimol; 
in 200 111), dann warden 1,25 iimol CMP-9 -Amino -NeuAc, 
gelost in 200 ytl Wasser, zugegeben (2 Mol Fluorescei- 
nylisotliioGyanat pro Mol CMP-9-Amino-NeuAc sind aus- 
reictiend) ; dann warden 20 p.1 einer Puf f erlosung 
pH 9-9,5 {z.B. 0,5 M NaHC03/Na2C03 ) zugegeben, so 
dap pH 8,5-9 erreicht wird. Die Reaktion der Amino - 
gruppe an C-9 des NeuAc- Tails des CMP-Glykosids mit 
dem Fluoresceinylisotliiocyanat ist nach spatestens 
15 rain komplett {grower 90 %) . Die Umsetzung kann iiber 
analytische HPLC beobachtet werden, die Retentionszeit 
von CMP-9-Amino-NeiiAc ist wesentlich kleiner als die 
des gebildeten flnoreszenten CMP-Glykosids . Die 
Reinigung des erhaltenen CMP-9-Pluoresceinyl-NeuAc 
erfolgt iiber praparative HPLC und Etbanolfallung, wie 
beschxieben (Grop und Brossner (1988), Eur. J. 
Biochem. 177, 583-89). 

b) Synthese von CMP-9-Rasoruf inyl-amino-NeuAc 

0, 5 mg N- (Resorufin-4-carbonyl-)piperidin-4-carbon- 
saure-N' -hydroxy succinimidester (RESOS 0,5 mg = ca. 
1,1 pmol) wird gelost in 100 ixl DMP; dann werden 20 bis 
80 pi einer waprigen Losung von CMP-9-Amino-NeuAc 
(0,5 pmol) zugegeben, und 20 pi Puffer pH 9-9,5 (siehe 
Synthese CMP-9-Fluoresceinyl-NeuAc) . Das pH der Reak- 
tionslosung sollte 8,5-9 haben, die Bildung von CMP-9- 
Resoruf inyl-NeuAc (Ausbeute iiber 90 %) ist nach 20 min 
komplett (analyt. HPLC wie oben) . Die Reinigung erfolgt 
wie bei CMP-9-Fluoresceinyl-NeuAc. 
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c) Synthese vom CMP-5-Fluoresceinylaininoacetyl-Neu 

Die Synthese erfolgt exakt wie fiir CMP-g-Pluoresceinyl- 
NeuAc oben beschrieben, aber mit CMP-5-Aminoacetamido- 
Neu als Ausgangsmaterial (2 Mol Fluoresceinylisothio- 
cyanat/Mol CMP-5-Aminoacetaraido-Neu) . Die Kupplung wird 
mit iiber 90 % Ausbeute in 15 rain erreicht (analyt, HPLC 
wie oben) . Die Reinigung wird wie bei CMP-9-Pluorescei- 
nyl-NexxAc durchgefulirt. 

d) Synthese von CMP-9-N- (Fluoresceinylamino-chlorotria- 
2 inyl ) -cunino -NeuAc 

2,0 mg (» 3,75 pMol) Dichlorotriazinyiaminof luorescein, 
(DTAP) wurde gelost in 100 pi DMF; dann wurden 20-50 jil 
einer waprigen Losung von CMP-9-Araino-NeuAc (max, 
0,5 pMol) und 20 pi Puffer pH 9-9,5 (wie Synthese CMP- 
9-Fluoresceinyl-NeuAc) zugegeben (7,5-19 Mol DTAP /Mol 
CMP-9-Araino-NeuAC) • Nach 3 h sind etwa 75 % der CMP-9- 
Amino-NeuAc umgesetzt, nach 15 h iiber 90 % (analyt. 
HPLC wie oben) . Die Reinigung erfolgt wie bei CMP-9- 
Fluoresceinyi-NeuAc beschrieben. 

e) Synthese von CMP-9- (7 -Amino-4 -methyl -cumarinyl - 
acetamido) -NeuAc 

0,3 mg AMCA-N-hydroxysuccinimidester (ca. 1 jiMol) 
wurde gelost in 130 pi DMF; dann wurden 70 pi einer 
waBrigen Losung von CMP-9-Amino-NeuAc (ca. 0,5 pMol) 
u.id 30 pi Puffer pH 9-9,5 (wie Synthese CMP-9-Pluo- 
resceinyl -NeuAc) zugegeben (2 Mol AMAC/Mol CMP-9-Amino- 
NeuAc) . Nach 20 min sind etwa 90-95 % der CMP-9-Amino- 
NeuAc umgesetzt ( analyt • HPLC wie oben) . 
Die Reinigung erfolgt wie bei CMP-9-Fluoresceinyl-NeuAc 
beschrieben. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von CMP-aktivierten Fluores- 
zenzindikatormarkierten Sialinsauren der Ponael IV 




OH OH 



wobei entweder die Gnippe Fl - Sp - X* - NH - und 

eine Acylgruppe Oder 
R^ eine Hydroxy- oder Acylamino-Gruppe und 
R^ die Gruppe Fl - Sp - X* - NH - Acyl bedeutet, 
Fl eine f luoreszierende Gruppe, 

Sp eine Valenz oder eine kuppeinde Spacergruppe und 
X' eine -CO-, -CS-, ""SO2- oder Triazinyl -Gruppe bedeu- 
tet, 

dadurch. gekennzelclmet, da^ man eine 9 -Amino -5 -N- acyl - 
Oder 5-Aminoacyl-neuraminsaure der Formel I 




wo 91/14697 



PCT/EP91/00530 



27 . 



in der eine Aminogruppe und eine Acyigruppe oder 

eine Hydroxy- bzw. Acylamino-Gruppe iind R^ eine 
Aminoacylgruppe darstellt, 

rait Cytidintriphospliat (CTP) in Gegenwart des Enzyms 
CMP-Sialinsauresynthase (E.G. 2. 7. 7 ,43) zu CMP-akti- 
vierten Sialinsauren der Formel II 



umsetzt, 

in der und R^ die obige Bedeutung haben und diese 
mit einer f luoreszierenden Verbindung der Formel III 



in der Fl eine fluoreszierende Gruppe, 
Sp eine Valenz oder eine kuppelnde Spacergruppe und 
X eine aktivierte Carboxy-, Thiocarbonyl-, Triazinyl- 
oder Sulfonsauregruppe bedeutet. 




PI - Sp - X 



(III) 
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zu CMP-aktivierten, f luoresziereaden Siaiinsauren der 
Pormel IV umsetzt 




OH OH 



wobei und die obige Bedeutung haben, 

2. Verfaliren nach Ansprucli 1, dadurcli geJcenazeiclmet^ dap 
ein Fluoreszenzindikator der PoriQel V 

Fl - R^ {V) 

in der R^ eine J^no-, Hydroxy-, Carboxyl-, Triazinyl- 
Oder Sulfonylgruppe darstellt und Fl eine fluoreszie- 
rende Gmppe bedeutet, 

zunachst mit der aktivierend bzw. kuppelnd wirkenden 
Verbindung zu der aktiven Verbindung III 

PI - Sp - X (III) 

umgesetzt wird, welche danach mit der 9- bzw. 5-Amiao- 
gruppe der Sialinsaure der Formel II reagiert. 
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3. CMP -aktivi arte Pluoreszenzindikatormarkierte Sialin- 
saure der Formel IV* 




OH OH 



wobei entweder R-^ die Gruppe Fl - Sp - X' - NH - und 

eine Acylgruppe Oder 
R^ eine Hydroxygruppe oder Acylaraino- Gruppe, und 
R^ die Gruppe Fl - Sp - X' - NH - Acyi bedeutet^ und 
Fl und Sp jeweils die obige Bedeutung haben und 
X' eine -CO-, -CS- Oder -SO2- oder Triazinyl- Gruppe 
bedeutet, wobei R*^ niclit die Fluoresceinylgruppe ist. 



4. CPM-Sialinsaure gemag Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dap die Gruppe -Sp- eine Alkylgruppe mit 1-10, 
insbesondere 2-6 C-Atomen ist. 



5. CMP-Sialinsaure gemap Anspruch 3 Oder 4, dadurch 

gekennzeichnet, dap die fluoreszierende Ganippe Fl-Sp-X' 
an die 5-Stellung der Neuraminsaure gebunden ist, ins- 
besondere eine Fluoresceinyl-thioureido-acetyl -Gruppe 
darstellt. 
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CMP-Sialinsaurederivate ausgewahlt aus der Gmippe 

CMP - 9 - Te trame thy Irhodarainylamino -NeuAc 

CMP - 9 - Rhodaminy lamino -NeuAc 

CMP -9-Eosinyl ami no - Neu Ac 

CMP - 9 -Xanthenoriiodamiiiy 1 -NeuAc 

CMP - 9 - { 4 -N, N ' -Dime thylarainoazobenzo - 4 ) amino -NetiAc 
CMP-9-Fluoresceinyl- (5, 6) carboxamido-lTeuAc 
CMP - 9 - Rhodaminy 1 -(5,6) carboxamido -NeuAc 
CMP - 9 - Re s oruf iny 1 - amino -NeuAc 

CMP - 9 - ( 7 - Amino- 4 -methyl - cumarinyiace tamido ) -NeuAc 

CMP-9-N- (Fluoresceinylamino-chlorotriazinyl) -amino-NeuAc 

CMP - 9 -Dansylamino -NeiiAc 

CMP-9- (Texas -Red) amino-NetoAc 

CMP - 5 -Fluore sceinylaminoacetyl -Neu 

CMP - 5 -Te trame thylrhodaminy laminoace tyl -Neu 

CMP -5 -Rhodaminy laminoace tyl -Neu 

CMP-5 -Eosinylaminoacetyl-Neu 

CMP-5 -Xanthenorhodaminylaminoacetyl -Neu 

CMP-5 - (4-N,N' -Dimethylaminoazobenzo-4 ' ) aminoacetyl-Neu 

CMP-5-Fluoresceinyl- (5, 6) carboxamido-acetyl-Neu 

CMP -5 -Rhodaminy 1- (5,6) carboxamido -acetyl -Neu 

CMP - 5 - Re soruf inylace tyl -Neu 

CMP-5- (7 -Amino- 4 -methyl -cumarinylacetamido) -acetyl -Neu 
CMP - 5 -Fluore s ceinylaraino - chloro triazinyl -aminoacetyl-Neu 
CMP - 5 -Dansy 1 - arainoacetyl -Neu 
CMP - 5 - ( Texa s - Red ) aminoace ty 1 -Neu 
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7. CMP-Siallnsaure gema^ elnem der Anspriiche 3 bis 6, 

dacLurch gekennzeiclmet, dap die Gruppe X' elne Ureido- 
oder Thioureido- Gruppe ist. 



8. CMP-Sialinsaure gemap einem der Anspriiche 3 bis 6, 
dadurch gekennzelclmet, dap die Gruppe X' eixie N- 
Hydroxy succinamidgruppe i s t . 



9. Veirwendung von CMP-aktivierten Fluoreszenzindikatorraar- 
kierten SialinsMuren der Formel IV zur 

a) Aktivitatsbestimiuung von Sialyl transferasen 

b) Akzeptorspezifitatsbestimmung und Bestixnmung der 
kinetischen Akzeptordaten 

c) Fluoreszenzmarkierung von Zelloberf lachen 

d) Markierung von Glykoproteinen und Gangliosiden 
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